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@ PROCEDE POUR DEVALUATION DE LA MIGRATION DES KERATINOCYTES. 

(57) L'invention concerne un procede pour la mise en evi- 
aSnce de la migration des keratinocytes dans un substrat a 
base de fibrine. La reproductibilite du test permet de I'utili- 
ser pour revaluation de diverses conditions biologiques. 
chimiques ou physiques sur la capacite migratoire des cel- 
lules. 

Ce test trouve done diverses applications en dermatolo- 
gie et en cosmetologie. 
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L ' invention concerne un procede pour la mise en 
evidence et la mesure de la migration des kerat inocytes dans 
un substrat a base de fibrine. La reproductibilite du test 
5 permet de l'utiliser pour 1 'evaluation de diverses conditions 
biologiques, chimiques ou physiques sur la capacite migratoire 
des cellules . 

Les kerat inocytes representent plus de 90 % des 
cellules de l'epiderme humain. Le renouvellement permanent de 

10 l'epiderme est assure par les kerat inocytes situes dans la 
couche basale. Des qu'ils ont quitte celle-ci, ils perdent la 
capacite de se diviser et ils se dif f erencient pour former la 
couche cornee. Au contact de glycoproteines de la membrane 
basale, les kerat inocytes etablissent des structures 

15 d'adherence forte (les hemidesmosomes) qui les rendent 
immobiles 1 a t e r a 1 e me n t . Par contre en cas de 
reepithelialisat ion de plaies, les kerat inocytes basaux 
entrent en contact avec d'autres molecules comme la 
f ibronect ine, le collagene, la thrombospondine . . . qui 

20 induisent une importante mobilite laterale de ces 
kerat inocytes et favorisent ainsi la cicatrisation. 

Differentes techniques sont utilisees pour etudier 
la migration cellulaire : - 1 1 observation au microscope couple 
a une camera video permet de suivre le deplacement des 

25 cellules de maniere continue (le procede est couteux et 
necessite un materiel complexe comprenant un mini-incubateur a 
CO2 place sous un microscope equipe d'une camera) . 

- la mesure de la migration a partir 
d'explants inseres dans des gouttes d'agarose ("agarose drop 

30 explant") ou dans des "chambres de Boyden" (migration au 
travers de membranes poreuses) ne permettent qu 1 une evaluation 
collective de migration et de proliferation cellulaires. 

- le deplacement individuel de 
cellules a ete observe sur des lamelles de verre recouvertes 

35 de particules d'or colloidal, avec des cellules 3T3 
( G . Albrecht - Buehler - Cell 11, 1977, 395) : les cellules 
migrent en ingerant les particules d'or, ce qui laisse une 
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trace visible de leur dep la cement (apres fixation au 
formaldehyde, les cellules sont photographiees au microscope 
en champ noir ; les traces de migrations apparaissent en noir 
dans le champ brillant de particules d'or) ; ce test a regu le 
nom de "phagokinet ic track: assay". II a pu etre reproduit avec 
des kerat inocytes a condition de recouvrir la couche d'or 
colloidal d'une matrice de collagene IV (Y.Ando et P.J.Jensen 
J. Invest Dermatol . 100, 1993, 633) . Ce test permet d'etudier 
1' influence de divers facteurs de croissance, cytokines ou 
hormones sur la migration des cellules. 

La Demanderesse a mis au point un nouveau procede 
d ' observat ion de la migration des kerat inocytes dans des 
conditions plus phy s iologiques que celles decrites 
precedemment (c'est a dire sans phagocytose de particules 
d'or) et plus part iculierement en situation proche de celle de 
la reepithelialisation d 1 une blessure. 

Quand une blessure cutanee se produit, le premier 
evenement qui intervient est la formation d'un caillot de 
fibrine dont la fonction est d'arreter le saignement . Ensuite 
les kerat inocytes migrent sous ce caillot, a partir de la 
couche basale des bords de la blessure. 

Par analogie avec ce mecanisme, la Demanderesse a 
deja decrit (brevets FR 2 639 958 et EP 0 373 : 044) 
1 1 utilisation d'un support a base de fibrine pour la culture 
de kerat inocytes , ladite culture etant directement utilisable 
comme greffon. Dans ce systeme, la presence d'une 
ant iprotease, en particulier 1 ' aprot inine , est indispensable 
pour empecher la degradation du substrat de fibrine par les 
proteases des cellules et du serum. 

La Demanderesse a maintenant montre que le meme 
substrat, mais depourvu d ' aprot inine, permet d'observer la 
migration des kerat inocytes , inocules a faible densite 
cellulaire (environ 10^ cells/cm^) en presence d'une faible 
quantite de serum. 

Dans des conditions identiques, les fibroblastes du 
derme humain ne presentent aucune mobilite. 

Le comportement des kerat inocytes n'est pas homogene 
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- une fraction des cellules (65 %) est immobile ou presente un 
deplacement inferieur au diametre d'une cellule, 

- I 1 autre fraction des cellules (35 %) se deplace en degradant 
le substrat de fibrine et en y laissant l'empreinte de son 

5 passage, plus particulierement sous forme de galeries 
cylindriques ou helicoidales . Le diametre de ces galeries est 
assez constant : en moyenne 19-20 |lm, soit un peu plus d'un 
diametre cellulaire (12-15 Jim) . 

La plupart des kerat inocytes en migration ont un 
10 aspect spherique et leur mouvement comprend une rotation, soit 
dextrogyre soit levogyre (en moyenne 50 % de chaque type), 
comme on peut 1' observer sur les photographies des empreintes 
dans la fibrine. 

En absence de serum, les kerat inocytes ne migrent 
15 pas. Le serum apporte probablement la quantite de plasminogene 
(qui sera active en plasmine) necessaire a la degradation de 
la fibrine en presence des proteases cellulaires . 

La Demanderesse a tire parti de ce phenomene pour 
mettre au point un procede devaluation de la migration des 
20 kerat inocytes a la fois simple, rapide et ne necessitant pas 
d'equipement sophistique, et qui permet ainsi d'etudier 
l'effet de divers facteurs ajoutes au milieu de culture des 
cellules ainsi que de diverses conditions physiques, 
biologiques ou chimiques . Ce test est ainsi particulierement 
25 avantageux pour des etudes a but dermatologique . ou 
cosmetologique . 

Le procede selon 1' invention comprend : 

- 1 1 utilisation de plaques multipuits pour cultures de 
cellules ou de lamelles pour observation microscopique, 

30 recouvertes d'une fine couche transparente de fibrine 
reticulee en presence de thrombine ; 

- 1 1 utilisation, pour former ladite couche de fibrine, d'un 
concentre de fibrinogene approprie pour former une colle 
biologique, depourvu d 1 ant iprotease exogene ; 

35 - 1 1 inoculat ion des kerat inocytes a tres faible densite 
cellulaire, de preference de l'ordre de 10^ cellules par cm 2 ; 

- 1 ' incubation en milieu de culture pour kerat inocytes 
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additionne de 1 a 10 % de serum, en absence d'antiprotease 
exogene (en particulier en absence d'aprotinine) , pendant 18 a 
24 heures a 37°C ; 

1 ' elimination du milieu de culture et la fixation des 
kerat inocytes au formaldehyde ; 

- 1 ' observat ion au microscope, eventuellement apres 
phot ographie , d'un nombre de champs s tat i st iquement 
significatif et le comptage des kerat inocytes ayant migre et 
1 'evaluation de la longueur de l'empreinte de leur migration. 

Le procede selon 1' invention peut etre utilise 
avant ageusement pour etudier l'effet sur la migration des 
kerat inocytes : 

- de facteurs physiologiques comme les hormones, les cytokines 
ou toute molecule susceptible d'en influencer le metabolisme ; 

- de molecules d'interet therapeut ique du type des facteurs 
favorisant la cicatrisation ; 

- de molecules d'interet cosmetologique comme des facteurs de 
protection contre les rayonnement s , la temperature ou toute 
condition physique ou chimique deletere pour l'epiderme. 

Le procede selon 1' invention peut aussi etre utilise 
pour etudier l'effet de conditions physiques, chimiques ou 
biologiques (comme le contact avec des cellules nour ricieres ) 
susceptibles d'affecter le metabolisme des kerat inocytes . 

Le procede selon 1' invention peut encore etre 
utilise pour etudier 1'etat biologique des kerat inocytes afin 
de diagnost iquer tout etat pathologique comme une deficience 
en facteur de cicatrisation ou un etat de transformation 
neoplasique . 

La mise en oeuvre du procede pour 1' evaluation de 
differentes conditions de culture sera mieux comprise dans les 
exemples qui suivent . Ceux-ci ne constituent pas une 
limitation de la portee de 1' invention. 

La figure 1 est decrite dans l'exemple 1,3. 



Exemole I - Mise au point du test. Choix des cellules. 
1 . Preparation du substrat . 

Le substrat de fibrine reticulee est prepare 
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partir d'une preparation commerciale de colle biologique 
(connue sous le nom de Biocol® - Thrombine ) . Le concentre de 

fibrinogene lyophylise de cette preparation est un concentre 
de proteines plasmatiques humaines comprenant plus de 70 % de 
5 fibrinogene, du Facteur XIII et de la fibronectine (EP 0 305 
243) . La quantite lyophilisee dans un flacon de 5 ml est 
reconstitute dans 10,8 ml d'eau bidistillee sterile. La 

thrombine humaine lyophilisee, dosee a 500 U NIH/ml est diluee 
avec du serum physiologique pour obtenir une concentration 

10 finale de 5 a 10 U/ml . Les deux composants sont reconstitues 
en moins de 15 minutes a temperature ambiante ; ils sont 
in jectes s imultanement sur le fond des puits de culture 
(plaque multipuits pour culture cellulaire, distribute par 
exemple par Nunc®) a 1 'aide du melangeur fourni dans la 

15 trousse de BiocolO-thrombine . Chaque puits de culture de 35 mm 
de diametre regoit 0,25 ml de chacun des deux const ituants . En 
quelques minutes il se forme un reseau uniforme de fibrine 
t ransparente, prete a l'emploi, d'une epaisseur moyenne de 50 
a 100 |lm. 

20 2. Cellules . 

Les kerat inocytes proviennent d'une culture 
fraichement preetablie. Des kerat inocyt es provenant de 
differentes parties du corps (16 prelevements) ont ete 
utilises entre les passages 2 et 7, avec des resultats 

25 semblables, independamment de l'age du donneur. Par contre des 
cellules primaires (fraichement isolees et non etablies en 
culture) ne presentent qu'une capacite de migration tres 
faible dans la fibrine. 

Les cultures de kerat inocytes trypsinisees et 

30 diluees en milieu de culture sont ensemencees a une densite de 
10^ cellules par puits de 35 mm de diametre. Elles sont 
incubees a 37°C en milieu de culture contenant 10 % de serum 
foetal bovin, en absence d'antiprotease exogene et en absence 
de couche nourriciere de cellules 3T3. 

35 3. Observation de la migration des cellules. 

Apres 24 heures d f incubation a 37°C, le surnageant 
des cultures est jete et les cellules adherentes au substrat 
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sont fixees avec une solution a 3,7 % de formaldehyde pour 
etre observees au microscope. On utilise un objectif de 
grossissement 10. Des mesures statist iquement valables sont 
obtenues par observation de 18 champs micros copiques pris au 
5 hasard (6 champs par bolte et 3 boites par condition 
experimentale, c'est-a-dire pour un point sur un graphique) . 

Quand on applique le test a 1* evaluation du role 
d'un facteur de croissance (ou toute autre molecule), celui-ci 
est additionne dans le milieu de culture des cellules, sans 
10 periode de preincubation. 

Un resultat typique apres 24 heures d 1 incubation est 
presente sur la figure 1 : 

la photo A montre un fibroblaste humain 

les photos B et C montrent un Jcerat inocyt e immobile 
15 et un tres peu mobile 

les photos D a F montrent des kerat inocytes tres 

mobiles . 

En particulier la photo F montre 1 "empreinte helicoidale 
reguliere laissee dans la fibrine par la migration de la 
20 cellule. 

Exemple I T - Reproduct ib i 1 it e du . test . 

4 lots de Biocol® ont ete utilises et les 
kerat inocytes d'une culture preetablie ont ete ensemences, 
25 comme decrit plus haut, et incubes a 37°C pendant 24 heures. 
La proportion de cellules mobiles est similaire pour les 4 
lots : 

lots de Biocol® % de cellules mobiles 

30 0730 23 

0960 31 
0830 28 
0870 30 

moyenne : 28 % 



35 



Avec un type cellulaire choisi la reproduct ibi lite du test est 
excellente et permettra done d'analyser 1 1 influence de divers 
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facteurs physiques ou chimiques . 

Example III - Variability de la migration cellulaire 

Differents types de kerat inocytes migrent plus ou 
moins fort/ mais au sein d'une lignee le pourcentage de 
cellules qui migrent est bien reproductible. 

3 lignees de kerat inocytes ont ete testees au 
quatrieme et cinquieme passages en culture, dans les 
conditions decrites plus haut . 

Culture (code de laboratoire) % de cellules mobiles 

(moyenne de 7 experiences) 
YF2 9 V 4 4 

YE 1 IV 31 
15 AFL1 IV 14 

De maniere surprenante, on a observe que des 
kerat inocytes immortalises ou neoplasiques (provenant de 
carcinomes a cellules squameuses) ont pratiquement perdu leur 
20 capacite migratoire. Cette observation peut etre correlee a la 
faible tendance metastas ique de ces cellules. 

Cette observation souligne l'interet diagnostic potentiel du 
test selon 1' invention. 

2 5 Exemple IV - Etat de di f f erenciat ion des kerat inocytes 

Les kerat inocytes ont ete ensemences sur le substrat 
de fibrine a partir d'une meme culture etablie depuis 5, 6, 7 
et 10 jours. On constate que la mobilite des kerat inocytes est 
inversement proportionnelle a 1 f age de la culture 

30 

jours de culture % de cellules 

de YF29 V mobiles 

5 50 

6 35 
35 7 18 

10 5 
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D' autre part, on observe que des kerat inocyt es 
fraichement isoles ne migrent pas et ne degradent pratiquement 
pas la fibrine pendant les 2 premiers jours suivant la mise en 
culture . 

48 heures plus tard leur migration est de 6|Xm/heure 
et apres quelques passages en culture, leur migration est de 
48|lm/heure. Ce r^sultat coincide avec 1 1 observation, in vivo, 
du debut de la cicatrisation d'une blessure apres plus d'un 
jour, les cellules devant passer du stade "etablies" a un 
stade "hyperprolif erat if " . 

Exemple V - Mise e n evidence de l'effet des f acteurS d£ 

croissance 

Dif ferentes souches de kerat inocyt es ont ete 
15 ensemencees sur le substrat de fibrine avec ou sans apport 
d 1 EGF ("epidermal growth factor") a 10 ng/ml . La proportion 
moyenne de cellules mobiles est doublee en presence d ' EGF 
(moyenne de 3 experiences) : 

% de cellules mobiles 
20 souches sans EGF avec EGF 

YF 29 34 69 

YE 1 26 47 

AFL 1 14 51 
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25 De plus la proportion de cellules mobiles augmente 

avec la concentration d 1 EGF . 

Dans un test realise avec des kerat inocytes 
provenant d'une culture jeune, non confluente, on a observe le 
resultat suivant : 
30 concentration % de kerat inocytes 

en EGF (ng/ml) mobiles 

0 21 
0, 1 43 

1 55 
35 10 61 

100 66 
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De plus l'EGF augmente la vitesse cle migration parce 
que la longueur des empreintes dans la fibrine est 
signif icativement plus longue . 

5 

Exemple VI - Mise en evidence d ' ftf f fits negatif S SUT La 

migration. 

Le meme test permet d'etudier l'effet inhibiteur de 
certains facteurs sur la migration des kerat inocytes . 
10 A titre d'exemple on a mesure la migration (en 

presence et en absence d'EGF) en presence de 3 concentrations 
de thrombine : 

thrombine Ul/ml 

15 

0 
10 
30 
100 

20 

La thrombine inhibe la mobilite ; cet effet est moins marque 
en presence d'EGF. 



% de kerat xnocytes mobiles 



sans EGF 
36 
28 
11 
12 



avec EGF 
54 
47 
24 
24 
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REVINDICATIONS 

1- Procede pour devaluation de la migration des 
keratinocytes, caracterise en ce qu'il comprend 1 1 observation 
au microscope de l'empreinte creee par la migration cellulaire 
dans un substrat a base de fibrine reticulee, apres 
inoculation des keratinocytes a faible densite cellulaire et 
incubation en milieu de culture additionne de serum et 
depourvu d ' ant iprotease exogene. 

2- Procede selon la revendicat ion 1, caracterise en 
ce qu'il comprend 1 ' utilisation, pour former la couche de 
fibrine, d'un concentre de fibrinogene d'origine plasmatique 
approprie pour former une colle biologique en presence de 
thrombine, depourvu d 1 ant iprotease exogene. 

3- Procede selon la r e vendicat ion 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'il comprend 

- 1 1 ut ilisat ion de plaques multipuits pour cultures 
de cellules ou de lamelles pour observation microscopique, 
recouvertes d 1 une fine couche transparente de fibrine 
reticulee en presence de thrombine ; 

- 1 ' inoculat ion des keratinocytes a tres faible 
densite cellulaire, de preference de 1 1 ordre de 10*3 cellules 
par cn\2 ; 

- 1 ' incubation en milieu de culture pour 
keratinocytes additionne de 1 a 10 % de serum, en absence 
d 1 ant iprotease exogene (en particulier en absence 
d'aprotinine) , pendant 20 a 24 heures a 37°C ; 

- 1 'elimination du milieu de culture et la fixation 
des keratinocytes au formaldehyde ; 

- 1 1 observat ion au microscope, eventuellement apres 
phot ographie , d'un nombre de champs s ta t i s t iquemen t 
significatif et le comptage des keratinocytes ayant migre et 
1 'evaluation de la longueur de l'empreinte de leur migration. 

4- Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 pour etudier l'effet sur la migration des 
keratinocytes de facteurs phy siologiques comme les hormones, 
les cytokines ou toute molecule susceptible d'en influencer le 
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metabolisme . 

5- Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 pour etudier I'effet sur la migration des 
keratinocytes de molecules d'interet therapeut ique du type des 

5 facteurs favorisant la cicatrisation. 

6- Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 pour etudier I'effet sur la migration des 
keratinocytes de molecules d'interet cosmetologique comme des 
facteurs de protection contre les rayonnements, la temperature 

10 ou toute condition physique ou chimique deletere pour 
1 9 epiderme . 

7- Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 pour etudier I'effet de conditions 
physiques chimiques ou biologiques susceptibles d'affecter le 

15 metabolisme des keratinocytes. 

8- Utilisation du procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 pour etudier 1'etat biologique des 
keratinocytes afin de diagnost iquer tout etat pathologique 
comme une deficience en facteur de cicatrisation ou un etat de 

20 transformation neoplasique. 
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